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Arzneimitt el zur Forderung der Regeneration von Gewehe 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur Forderung der Regeneration von 
Gewebe, insbesondere Knochengewebe. 

Eukariontische Zellen konnen durch entsprechende Stimulation Teile ihrer Plasmamembran 
in den Extrazellularraum abgeben. Diese Zellfragmente enthalten zytoplasmatische Anteile 
und werden als Mikropartikel bezeichnet. Die Bildung derartiger Mikropartikel konnte bei 
Monozyten, bei Lymphozyten, Endothelzellen, Granulozyten und Thrombozyten 
nachgewiesen werden. Bei Thrombozyten kommt es zum Beispiel durch Stimulation mit 
Kollagen, Thrombin, dem Ca 2+ -Ionophor A23187 und dem Protein C5b-9 des 
Komplementsystems zur Abschniirung derartiger Zellelemente (Tans G., Blood 1991; Sims 
PJ., J Biol Chem 1988). Neben den genannten Substanzen, die eine Anderung der 
intrazellularen Kalziumkonzentration bewirken, sind auch Proteinphosphorylierungen, die 
Translokation von Phospholipiden, Anderungen im Zytoskelett und Scherkrafte an der 
Entstehung thrombozytarer Mikropartikel beschrieben. 

Mikropartikel von Thrombozyten haben Eigenschaften, die sowohl zu einer Beschleunigung, 
als auch zu einer Verlangsamung der Blutgerinnung fuhren konnen. Durch die hochaffme 
Bindung der gerinnungsfordernden Faktoren VIE, einem Kofaktor des 
Tenaseenzymkomplexes und Va, der gemeinsam mit dem Faktor Xa den 
Prothrombinasekomplex ausbildet, kommt den Mikropartikeln eine koagulationsfordernde 
Funktion zu. Die Bindung der Faktoren an die Mikropartikel-Oberflache erfolgt durch 
Phosphatidylserin, einem Phospholibid der Zeilmembran. Umgekehrt fuhrt die Anlagerung 
von „Protein S" zu einer Inaktivierung der Gerinnungs faktoren Va und VHI, sowie zu einer 
Bindung der Proteine C und dem „aktivierten Protein C", woraus eine antikoagulative 
Eigenschaft der Mikropartikel abgeleitet werden kann (Tans G. Blood 1991). Verglichen mit 
aktivierten Thrombozyten weisen die Mikropartikel eine groBere Anzahl an Bindungsstellen 
fur die Gerinnungsfaktoren DCa (Hoffman, M., Thrombin Haemost 1992) und Va (Sims PJ., 
JBC 1988) auf. Die Gykoproteine GP Hb/IHa, lb, IaHa und P-Selektin auf der Zelloberflache 
ermoglichen dariiber hinaus die Bindung der Mikropartikel an GefaBendothelien (George 
JN, JCI 1986; Gawaz M, Aterioscler Thromb Vase Biol 1996). Neben der Aktivierung von 
Endothelzellen konnte auch die Aktivierung von Monozyten und Thrombozyten durch 
Mikropartikel nachgewiesen werden (Barry OP; Thromb Haemat 1 999). 

Erhohte Konzentrationen von Mikropartikeln in der Blutbahn wurden bei jenen Krankheiten 
beobachtet, die mit einer Aktivierung von Thrombozyten einhergehen. 



Eine der wichtigsten Funktionen des Immunsystems ist, Leukozyten in die Nahe der 
Infektion und des verletzten Gewebes zu bringen. Dabei roilen die Leukozyten entlang der 
Endothelienwand und werden durch Integrine und Selektine zum Einwandern in das Wund- 
Infektionsareal veranlasst. Mikropartikel fordern die Akkumulation der „rolienden" 
Leukozyten durch P-Selektin und koruien dadurch zu einer verstarkten Hamostase und 
Entzlindungsreaktion beitragen (Forlow B, Blood 2000). Die verstarkte Bindung von 
Monozyten an Endothelien durch Mikropartikel konnte ebenfalls nachgewiesen werden 
(Barry OP, JCI 1997). Eine weitere Arbeit konnte zeigen, dass Mikropartikel aus 
Thxombozyten zu einer vermehrten Proliferation von glatten Muskelzellen aus Gefafien 
ffihren (Weber AA, Thromb Res 2000). 

Thrombozyten sind die kleinsten Blutbestandteile im menschlichen Organismus und konnen 
auf chemische und physikalische Reize reagieren. Im Falle einer GefaBverletzung werden 
Thrombozyten veranlaBt, an freigelegten endothelialen Oberflachen zu aggregieren und eine 
Vielzahl von biologisch aktiven Substanzen zu sezernieren. Dazu zahlen Platelet-derived 
growth factor (PDGF), Transforming growth factor-p (TGF-P), Epidermal growth factor 
(EGF), aber auch Metaboliten der Arachidonsaure, wie Prostaglandin D 2 /E 2 und 
Thromboxan A 2 , und auch Mikropartikel 

Es ist anzunehmen, dass durch die Freisetzung der Mikropartikel die Ausbildung des 
Fibrinclots und das Einwandern von Entziindungszellen in das Wundareal gefordert wird. 
Die neutrophilen Granulozyten und Makrophagen sezernieren ihrerseits Wachstumsfaktoren, 
die wiederum Leukozyten, Fibroblasten und Endothelzellen in den Fibrinclot fuhren. 
Makrophagen bauen zerstortes Gewebe ab und fordern die Proliferation und die Synthese 
von Kollagen Typ I, wodurch die Ausbildung des sogenannten Grantulationsgewebes 
eingeleitet wird. Dabei handelt es sich um ein fibroses Bindegewebe, welches das 
urspningliche Gewebe ersetzt Parallel dazu kommt es zur Einsprossung von GefaBen und 
zur Epithelialisierung des Wundareals. Die Entstehung eines zellarmen, kollagenreichen 
dauerhaften Narbengewebes bildet den Abschluss der Wundheilung, ein Prozess der Wochen 
aber auch Monate dauern kann. 

Da ein Narbengewebe nicht die ursprtinglichen Eigenschaften aufweist, spricht man bei der 
Heilung von Weichgewebe von Reparation, nicht aber von Regeneration. (Bermet NT et aL 
Am. J. Surg. 1993, 165: 728-737; Bennet NT et al. AM. J. Surg. 1993, 166: 74-81). 

Es gibt jedoch Storungen der Wundheilung, die durch zahlreiche Ursachen hervorgerufen 
werden konnen. Hyperglykamie behindert die Wundheilung moglicherweise uber eine 



Hemmung der Proliferation von Endothelzellen und Fibroblasten (Goodson WH, J Surg Res 
1977 22: 221-227). Erhohte Blutzuckerwerte vermindern auBerdem die Leukozytenfunktion, 
wodurch die Wunde in der Entziindungsphase verweilt. Weiters kann auch der Schweregrad 
des vorangegangenen Traumas Anlafl fur einen ungiinstigen Ablauf der Wundheilung sein 
(Holzheimer RG, 1966, Zentralbl Chir 121:231). 

Im Gegensatz zur Ausbildung eines Narbengewebes bei Weichteilverletzungen (Reparation) 
kommt es nach Knochenbriichen bzw. nach Transplantation von Knochen zur vollstandigen 
Wiederherstellung der urspriinglichen Gewebestruktur (Regeneration). Prinzipiell ahneln die 
regenerativen Vorgange.des Knochens dem Heilungsschema der Weichteilwundheilung: 
Unmittelbar nach der Verletzung kommt es u.a. zur Freisetzung von PDGF und TGF-B 
durch die degranulierenden Thrombozyten, gefoigt von der Einwanderung von Makrophagen 
und anderen Entziindungszellen, die ebenfalls PDGF, TGF-p, aber auch Fibroblast growth 
factor (FGF), Interleukin-1 (IL-1) und DL-6 sezernieren. Es wird generell angenommen, daB 
dieses komplexe Zusammenwirken von Wachstumsfaktoren gemeinsam mit dem sich ' 
ausbildenden Fibringeriist den initialen ProzeB der Knochenheilung darstellt, wobei die 
umliegenden Gewebe, wie Knochenmark, Periost und Weichteile, maBgeblich an der 
Regeneration beteiligt sind. 

Neben der Reorganisation der Knochenmarkzellen in Zonen unterschiedlicher Dichte 
werden die den Knochen auskleidenden Osteoblasten und die Preosteoblasten des Kambiums 
zur Zellteilung und Differenzierung angeregt. Der durch diese Vorgange neugebildete 
Geflechtknochen wird als harter Kallus bezeichnet. Neben der direkten Ossifikation kommt 
es zur Einwanderung von undifferenzierten mesenchymalen Zellen aus dem Periost und von 
Fibroblasten aus dem umgebenden Weichgewebe in das Hamatom. Nach einer extensiven 
Teilungsphase entsteht ein knorpeliges Gewebe, der weiche Kallus, dessen Zellen 
hypertrophieren, mineralisieren und nach der Einsprossung von GefaBen durch 
Geflechtknochen ersetzt werden. Der letzte Schritt zur vollstandigen Wiederherstellung der 
urspriinglichen Knochenstruktur ist der Umbau des Geflechtknochens zu lamellarem 
Knochen durch Osteoblasten/Osteoblastentatigkeit. Dieser Vorgang wird als indirekte 
Ossifikation bezeichnet, da der entstandene Knorpel erst durch Knochen ersetzt werden muB 
(Barnes et al., JBMR 1999, 11:1805-1815). 



Die Knochenbruchheilung verlauft nicht immer problemlos: Infektionen, 
Systemerkrankungen (z.B. Osteoporose), Stoffwechselerkrankungen (z.B. Diabetes 
mellitus), genetische Defekte (z.B. Osteogenesis imperfecta) und medikamentdse 



Behandlungen (Glucocorticoidtherapie) konnen Ursache einer verzdgerten Regenerati 
sein. 



Neben der Frakturheilung kommt der Transplantation von autologem Knochen und 
Knochenersatzmaterial fiir augmentative Verfahren oder zur Auffullung von 
Knochendefekten eine zunehmende Bedeutung zu. Auch in diesem Fall ware eine 
Beschleunigung der Regeneration und eine Verbesserung der "Knochenqualitat" 
wiinschenswert. 



Die genauen Ursachen von verlangsamter oder ausbleibender Knochenregeneration sind 
nicht bekannt. Aus der WO 91/13905, der WO 91/04035, der WO 91/16009, der US-A - 
5,165,938 und der US-A - 5,178,883 ist bekannt, dass aus Thrombozyten freigesetzte 
Wachstumsfaktoren zur Wundheilung eingesetzt werden konnen. 

Die Aktivierung von Thrombozyten ist z.B. aus der WO 86/03122 bekannt. Bei der 
Aktivierung werden Wachstumsfaktoren fiir Fibroblasten und Muskelzellen abgeben. Das 
durch Aktivierung erhaltene Produkt kann mit einem Trager, z.B. mikrokristallinem 
Kollagen, zu einer Salbe verarbeitet werden. 

GemaB der WO 90/0793 1 kann diese Salbe auch zur Unterstutzung von Haarwuchs 
eingesetzt werden. 

Die WO 00/15248 beschreibt eine Zusammensetzung, welche thrombozytare 
Wachstumsfaktoren enthalt und Fibrin und ein weiteres Polymer enthalt. Diese 
Zusammensetzung kann zur Heilung und Behandlung von Schaden in Geweben verwendet 
werden, die durch geringe Durchblutung und/oder verninderte Regenerationsfahigkeit 
charakterisiert sind, wobei zu diesen Geweben insbesondere elastische bzw. hyaline Faser- 
Knorpel und Fasziengewebe gehoren. 

Der Gelenksknorpei ist ein avaskulares Gewebe mit einem limitierten 
Regenerationspotential. Keine der derzeit in Verwendung stehenden Methoden zur 
Emeuerung von Gelenksknorpei von Patienten mit Osteoarthrose kann als zufriedenstellend 
angesehen werden. Derzeit ist eine Methode zugelassen, bei der autologe Knorpelzellen ex 
vivo expandiert und dann unter einen Periostlappen gebracht in den Defekt eingebracht 
werden (Brittenberg M, NEJM 1994). 



Die vorliegende Erfindung stellt sich die Aufgabe, ein Axzneimittel mit verbesserter 
Wirkung bei der Regeneration von Gewebe, insbesondere Knochengewebe zur Verfugung 
zu stellen. 



Das erfmdungsgemaBe Axzneimittel ist dadurch gekennzeichnet, dass es 

Mikropartikei enthalt, die von Blutzelien und/oder Geweben stammen und mittels 
Differentialzentrifugation, Filtration oder Affmitatschromatographie gereinigt sind, 
einem Verfahren zur Virusinaktivierung und/oder Virusabreicherung unterzogen ist, 
unter sterilen Bedingungen hergestellt wurde, und 
in lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegt. 

Bevorzugte Ausfuhrungsformen der Erfindung sind in den beigefugten Anspriichen definiert. 

Die Erfindung beruht auf der Erkenntnis, dass die aus den eukariontischen Zellen 
freigesetzten Mikropartikei die Proliferation von Fibroblasten, osteoblastaren und 
Knorpelzellen stimulieren, d.h. fdrdern. Die Mikropartikei konnen dabei homologen 
Ursprungs sein. Unter dem Ausdruck Mikropartikei sind all jene Zellbestandteile zu 
verstehen, welche aus einer wassrigen Suspension unter den aus der Literatur bekannten 
Methoden (z.B.: Zentrifugation bei 100 000 x g / 2h; Forlow SB, Blood 2000) abgetrennt 
werden konnen. Die abzentrifugierten Mikropartikei konnen einem Verfahren zur 
Virusabweichung und/oder Virusinaktivierung unterzogen werden. ZweckmaBig kann das 
Arzneimittel mit Wachstumsfaktoren versehen sein. 

Das erfmdungsgemaBe Arzneimittel kann hergestellt werden, indem Thrombozyten in einem 
wasserigen Medium einer aktivierenden Behandlung unterzogen werden, urn die 
regenerationsfordernden Mikropartikei aus den Thrombozyten freizusetzen, wonach das 
wasserige Medium, welches die freigesetzten Mikropartikei enthalt, zum Sedimentieren der 
groben Zellbestandteile zentrifugiert wird. Die partikularen Bestandteile des erhaltenen 
wassrigen Uberstandes werden in einem 2. Zentrifugationsschritt bei hoher g-Zahl (z.B. 
1 00 000 x g) gewonnen und einem Verfahren zur Virusabreicherung und/oder 
Virusinaktivierung unterzogen. Beispiele fur eine aktivierende Behandlung ist das 
Kontaktieren der Thrombozyten mit Thrombin, Kollagen, dem Ca 2+ -Ionophor A23 187 
und/oder Protein C5b-9 des Komplementsystems. Das erfmdungsgemaBe Arzneimittel liegt 
in tiefgefrorenem oder lyophylisiertem Zustand vor. 



Das erfmdungsgemaBe Arzneimittel iMsst sich auch wiederholt applizieren, wodurch die 
folglich hohere Konzentration der Mikropartikei im Wundareal eine raschere Ausbildung 



von Granulationsgewebe ermoglicht. Gleichzeitig kann eine provisorische extrazellulare 
Matrix aus organischen (z.B. Fibrin, Kollagen, Polyaktonen etc.) oder aus anorganischen 
Materialien (Kalziumphosphate etc.) verabreicht werden, die als Tragersubstanz ftir die 
Wachstumsfaktoren und als Gerust fur die einwandernden Zellen dient. 

Die kovalente Bindung des erfindungsgemaCen Arzneimittels an die oben genannten 
Matrices kann durch Transglutaminasen erfolgen. 

Es besteht weiters die Moglichkeit, Metalloberflachen mit dem erfindungsgemafien 
Arzneimittel zu versehen. 

Zur Virusabreicherung und/oder Virusinaktivierung eignen sich im Stand der Technik 
bekannte physikalische, chemische oder physikalisch/chemische Kombinationsverfahren. 

Die Keimfreiheit des erfmdungsgemafien Arzneimittels wird entweder durch sterile 
Gewinnung der Zellkonzentrate und aseptische Weiterverarbeitung, oder durch 
Sterilfiltration erreicht. 

Die Gewinnung der Mikropartikel, die Herstellung des erfindungsgemaBen Arzneimittels 
und dessen Wirkung auf osteoblasts Zellen wird im folgenden beispielhaft naher erlautert. 

Gewinnung der Mikropartikel 

Ein Thrombozytenkonzentrat (2xl0 9 Zellen) wird mit einem UberschuB von Thyrode-Puffer 
(pH=6,4) gemischt und 10 min bei 1200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgegossen, 
das Thrombozyten-Pellet in 2 ml DMEM/F12-ITS resuspendiert und mit 10 fxM Ca 2+ ~ 
Ionophor A23187 (Sigma) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Durch diese Behandlung 
werden Mikropartikel aus den Thrombozyten freigesetzt. 

AnschlieBend wird neuerlich 10 min bei 1200 x g zentrifugiert, wobei sich ein Niederschlag 
und ein Uberstand bilden. Der Uberstand (= der Thrombozyteniiberstand), der die aus den 
Thrombozyten freigesetzten Mikropartikel enthalt, wird abgehoben und einer weiteren 
Zentrifugierung unterworfen. 

Dabei werden die durch die Aktivierung der Thrombozyten freigesetzten Mikropartikel 1 h 
bei 14 000 x g, 4°C abzentrifugiert und das entstandene Pellet (=Mikropartikelpellet) in 2 ml 
DMEM/F12-IST resuspendiert. 
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Zur Gewinnung der Mikropartikel konnen statt des oben beschriebenen Ca 2+ -Ionophores 
A23187 auch Thrombin (Baxter, Osterreich) oder andere, oben beschriebene Agentien, 
verwendet werden. 

Virusinaktivierung des Thrombozyt enuberstan des fphotodvnam ische Yirusinaktiyje^ 

Zu 50 ml einer gemaB obigem Verfahren hergestellten Mikropartikel-Suspension wird 8- 
Methoxypsoralen (gelost in Dimethylsulfoxid [DMSO]) bis zu einer Endkonzentration von 
300ug/ml (Endkonzentration von DMSO 0,3 %) zugesetzt und bei 22-27°C unter einer 
Atmosphare von 5 % C0 2 und 95 % N 2 und einem Druck von 2 psi sechs Stunden lang mit 
ultraviolettem Licht von unten und oben bestrahlt, so daB die gesamte Lichtintensitat 3,5 bis 
4,8 mW/cm 2 betragt (Lin L. et al. Blood 1989). Auf diese Weise wird die Mikropartikel- 
Suspension virusinaktiviert. 

Nach durchgefuhrter Virusinaktivierung kann die Suspension tiefgefroren oder lyophilisiert 
werden, wie nachfolgend beschrieben wird. 

Tieffrierung: Je 1 ml der Mikropartikelsuspension wird bei -80°C innerhalb von 30-40 
Minuten schock-tiefgefroren gelagert. Vor der Verwendung wird das Praparat bei 
Zimmertemperatur aufgetaut. 

Lyophilisierung: Je 1 ml des wird im Mikropartikelsuspension bei -80°C fur mindestens 24 
Stunden tiefgefroren und anschlieBend bei -20°C bis -^0°C iiber 20 bis 24 Stunden unter 
Vakuum gefriergetrocknet. Die gefriergetrockneten Uberstande werden zwischen -20°C und 
-80°C gelagert und vor Verwendung mit DMEM/F 1 2-Medium rehydriert. 

Virusinaktivierung einer pro visoris chen e xtra zellularen Matrix, die Gertistsubstanzen gnthjlt 
(chemische Virusinaktivierung) 

Matrices, die einer gemaB obigem Verfahren hergestellten Mikropartikel-Suspension 
zugesetzt werden, werden durch die Solvent-Detergent-Methode virusinaktiviert. Dazu wird 
einer Suspension der Matrices bei 30°C 1 % (Gew./Gew.) Tri(n-butyl)phosphat und 1 % 
(Gew./Gew.) Triton X-100 zugesetzt und das Gemisch vier Stunden geschuttelt. Danach 
wird unter Zusatz von 5 % (Vol/Vol.) Sojabohnenol die Solvent-Detergent-Mischung aus 
der Suspension der Biomaterialien an einer C 1 8-Saule (Waters, Millipore) durch 
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Chromatographic entfemt (Horowitz B. et al., Blood 1992, 79-826-831; Piet MP. et al., 
Transfusion 1990, 30:591-598; Piquet Y. et al., 1992, 63:251-256). 

Die mit der oben beschriebenen chemischen Virusinaktivierungsmethode behandelten 
Matrices konnen nachfolgend zusatzlich noch einer photodynamischen Virusinaktivierung 
unterzogen werden. 

Kultivierung von humanen Osteoblasten 

Die Gewinnung primarer humaner Osteoblasten kann aus Knochenstticken mit einer GrdBe 
von etwa 1-5 mm 3 erfolgen. Dazu werden die Knochenstucke mit Phosphat-gepufferter 
Salzlosung (PBS) gewaschen und 2-3 Wochen bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% C0 2 
kultiviert. Als Kulturmedium wird DMEM/F12 unter Zusatz von 10% fotalem Kaiberserum 
(FBS), Antibiotika und Fungiziden verwendet. 

Die aus den Knochenstticken auswachsenden Osteoblasten werden mit Trypsin (2,5%) von 
den Zellkulturflaschen abgelost und nach einem 1:3 Verdiinnungsschritt unter denselben 
Bedingungen weitergezogen (Passage 1). Dieser Vorgang wird zur Vermehrung der Zellen 
zweimal wiederholt. Medien und Zusatze konnen von Life Technologies, Grand Island, NY, 
USA, bezogen werden. 

Zur anschliefienden Stimulierung der Osteoblastenproliferation mit den aus den 
Thrombozyten zu gewinnenden Mikropartikeln werden die Osteoblasten mit einer Dichte 
von 10.000 Zellen/cm 2 in Mikrotiterplatten (Packard, Meriden, CT, USA) angesetzt und 2-4 
Tage in Vollmedium vorkultiviert, welches zu Testzwecken durch ein serumfreies Medium 
ersetzt wird. Dabei handelt es sich urn ein DMEM/F 1 2-Medium, bei dem anstelle von FBS 
eine Mischung aus 5 mg/ml Insulin/Transferrin/Selen (ITS, Boehringer Mannheim, DE) 
zugesetzt wird. 

Kultivierung von humanen Fibroblasten 

Die Gewinnung primarer humaner Fibroblasten kann aus Stticken von Mundschleimhaut 
erfolgen. Dazu werden die Mundschleimhautstiicke mit PBS gewaschen und 2-3 Wochen bei 
37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% C0 2 kultiviert. Als Zellkulturmedium wurde 
DMEM/F 12 unter Zusatz von 10% FBS, Antibiotika und Fungizigen verwendet. Die aus den 
Mundschleimhautstucken auswachsenden Fibroblasten (Gingivafibroblasten) wurden mit 
Trypsin (2,5%) von den Zellkulturflaschen abgelost und nach einem 1:3 Verdunnungsschritt 



unter den selben Bedingungen weitergezogen (Passage 1). Dieser Vorgang wurde zur 
Vermehrung der Zellen zweimal wiederholt. Medien und Zusatze konnen von Life 
Technologies bezogen werden (Gomstein RA, J Periodontol 1999). 

Kultivierung von humanen Chondrozvten 

Die Gewinnung primarer humaner Chondrozyten kann aus Stiicken von Gelenksknorpel 
erfolgen. Dazu werden die Knorpelstiicke mit PBS gewaschen, zerkleinert und die Zellen 
durch Verdauung mit einer Kollagenase B Losung (0,4% Gew./Vol.; Boehringer Mannheim, 
Deutschland) freigesetzt. Die weiteren Schritte sind oben beschrieben (F Heraud, Ann 
Rheum Dis 2000). 

Miotische Aktivitat der Mikrop artikp.i 

Die gemaB obigem Verfahren erhaltenen Mikropartikel-Praparationen wurden auf deren 
miotische Aktivitat untersucht. 

Zur Bestimmung der biologischen Aktivitat wurden die Praparationen im Verhaltnis 1:5 in 
DMEM/F12-IST verdiinnt. Die so erhaltene Verdiinnung wird als Erstverdiinnung (I) 
bezeichnet und entspricht einer Mikropartikel-Konzentration, die aus einer urspriinglichen 
Thrombozytenzahl von 2x 1 0 8 Zellen/ml gewonnen wurde. 

Aus einem Teil der Erstverdiinnung (I) wird durch weiteres Verdunnen im Verhaltnis von 
1:5 eine Verdunnungsreihe aufgestellt, welche den Uberstanden von 4xl0 7 Zellen/ml 
(Zweitverdtinnung II), 8xl0 6 Zellen/ml (Drittverdiinnung HI), 1,6x10 s Zellen/ml 
(Viertverdiinnung (IV) und 3,2x10 s Zellen/ml (Funftverdiinnung V) entsprechen. 

Stimulierung der Osteoblastenproliferation 

Mit den erhaltenen 5 Verdunnungsstufen I, II, HI, IV und V wird die 
Osteoblastenproliferation wie folgt stimuliert: 

4x100 ill jeder Verdiinnungsstufe werden 24h mit Osteoblasten kultiviert. Wahrend der 
letzten 6 Stunden erfolgt die Zugabe von 1 uCi [ 3 H]-Thymidin/Tupfel, dessen Einbaurate als 
MaB fur die Osteoblastenproliferation genommen wird. Die aufgenommene Radioaktivitat 
wird durch Flussigkeitsszintillation (Packard) bestimmt. Als Kontrolle dient DMEM/F12- 
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ITS, wobei der damit erhaltene Wert als 100% angenommen wird. Die Figur 1 zeigt die mit 
den Verdunnungsstufen I-V und mit der Kontrolle erzielte Osteoblastenproliferation. 

Figur 1 dokumentiert eine dosisabhangige Osteoblastenproliferation, wobei in der hochsten 
Konzentration (Verdunnungsstufe I) ca. 3-7 mal mehr [ 3 H]-Thymidin in die DNA eingebaut 
wird als in der Kontrolle ohne Mikropartikel. 

Stimulierung der Fibroblastenproliferation 

Mit den erhaltenen 5 Verdunnungsstufen I, II, HI, IV und V werden die Fibroblasten wie 
oben beschrieben stimuliert: 

Fig. 2 dokumentiert eine dosisabhangige Zellproliferation, wobei in der hochsten 
Konzentration (Verdunnungsstufe I) ca. 2-3 mal mehr [ 3 H]-Thymidin in die 
DNA eingebaut wird als in der Kontrolle ohne Mikropartikel (Schwarzer Balken: 
Mikropartikel von Spender A, WeiOe Balken: Mikropartikel von Spender B). 

Stimulierung der Chondrozvtenproliferation 

Mit den erhaltenen 5 Verdunnungsstufen I, II, m, IV und V werden die Chondrozyten wie 
oben beschrieben stimuliert: 

Fig. 3 dokumentiert eine dosisabhangige Zellproliferation, wobei in der hochsten 
Konzentration (Verdunnungsstufe I) ca. 2-3 mal mehr [ 3 H]-Thymidin in die DNA eingebaut 
wird als in der Kontrolle ohne Mikropartikel (Schwarzer Balken: Mikropartikel von Spender 
A, WeiBer Balken: Mikropartikel von Spender B). 

Stimulierung der Differenzierung der osteoblastaren Zellen 

Mit den erhaltenen 5 Verdunnungsstufen I, II, IE, IV und V werden die osteoblastaren 
Zellen wie folgt stimuliert: 

4x 100}il jeder Verdunnungsstufe werden fur 4 Tage mit den osteoblastaren Zelle kultiviert. 
Danach werden die Zellen mit PBS gewaschen und in 100(il einer 0,5% Triton-XlOO Losung 
lysiert. Aus dem Lysat werden jeweils 20^x1 fur die Bestimmung des Gesamtproteins 
verwendet (Gruber R, Cytokine 2000), Die gemessene Enzymaktivitat wird auf die 
Proteinmenge normiert. Diese Methode dient zur Bestimmung der Differenzierung von 
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Osteoblasten. Als Kontrolle wird DMEM/F12-ITS verwendet, wobei der damit erhaltene 
Wert als 100% angenornmen wird. 

Fig. 4 zeigt erne Stimulation der Differenzierung der osteoblastaren Zellen in der 
Verdiinnungsstufe I. Die Aktivitat der alkalischen Phosphate ist ca. 80% hoher als in deren 
Vergleichsgruppe ohne Mikropartikel. 

Bindung der Mikropartikel a n ei ne p rov i sorische extrazeiluiare Matrix, die Geriistsuhstanren 
enthalt 



Der gemafl obigem Verfahren hergestellten sterilen und virusinaktivierten 
Mikropartikelsuspension wird eine Losung einer provisorischen extrazellularen Matrix, die 
Geriistsubstanzen enthalt, zugesetzt. Dabei handelt es sich sowohl um vemetzbare 
Biomaterialien (Fibrinogen, Fibronectin, Blutgerinnungsfaktor XIII, Kollagen), die einem 
Oder mehreren Verfahren zur Virusinaktivierung unterzogen worden sein konnen, oder auch 
um organische (z.B.: Polylaktone) und anorganische Materialien (z..B.: Kalziumphosphate). 
Die Komponenten konnen einzeln oder in Kombination miteinander zur Anwendung 
gelangen. Das Mischungsverhaltnis der Mikropartikelsuspension mit der extrazellularen 
Matrix soil vorzugsweise 1 :3 betragen. Die so erhaltene Mischung wird zur Erzielung einer 
zweckmaBigen Haltbarkeit gemaB mit dem oben dargestellten Verfahren tiefgefroren oder 
lyophilisiert. 

Anstelle der beschriebenen Durchfuhrung der Virusinaktivierung an den Einzelkomponenten 
ist es auch moglich, die Virusinaktivierung an dem Gemisch von Mikropartikelsuspension 
und zugesetzter Matrix vorzunehmen. 



Weiters besteht die Moglichkeit, die Mikropartikel an die oben genannten Matrices durch 
kovalente Bindung mittels Transglutaminasen zu binden. 
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Patentanspriiche: 

1 . Arzneimittel zur lokalen Anwendung zur Forderung der Geweberegeneration, 
dadurch gekennzeichnet, daB es 

Mikropartikel enthalt, die von Blutzellen und/oder Geweben stammen und mittels 
Differentialzentrifugation, Filtration oder Affinitatschromatographie gereingt sind, 
einem Verfahren zur Virusinaktivierung und/oder Virusabreicherung unterzogen ist, 
unter sterilen Bedingungen hergestellt wurde, und 
in lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegt 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi losliche oder unlosliche 
wxuidheilungsfbrdernde Substanzen enthalten sind, 

3. Arzneimittel nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
Zytokine und/oder Wachstumsfaktoren enthalten sind. 

4. Arzneimittel nach einem der Ansp ruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es eine 
Substanz enthalt, die eine provisorische, extrazellulare Matrix darstellt oder ausbilden kann. 

5. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB es 
Kollagen enthalt. 

6. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es zur 
Bildung eines Fibringerustes Fibrinogen und Thrombin enthalt. 

7. Arzneimittel nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB als provisorische, 
extrazellulare Matrix ein organisches Polymer, insbesondere ein Polylacton, vorgesehen ist. 

8. Arzneimittel nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB es 
anorganische Verbindungen enthalt. 
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9. Pharmazeutisches Produkt, dadurch gekennzeichnet, daB es aufweist: 
ein Arzneimittel gemaB einem der Anspriiche 1 bis 8 und 

ein biokompatibles Material, welches zusammen mit dem Arzneimittel angewendet 

wird. 



10. Pharmazeutisches Produkt nach Anspruch 9, dadurch gekermzeichnet, daB das 
biokompatible Material Titan oder ein Apatit ist. 



1 1 . Verfahren zur Fdrderung der Geweberegeneration, insbesondere der 
Knochengeweberegenation, dadurch gekermzeichnet, daB ein Arzneimittel gemaB einem der 
Anspriiche 1 bis 8 zusammen mit einem biokompatiblem Material, insbesondere Titan oder 
ein Apatit, angewendet wird. 



12. Verwendung einer wasserigen Suspension, welche virusinaktivierte Mikropartikel 
enthalt, die von Blutzellen und/oder Geweben stammen, zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Beschleunigung des Zellwachstums, insbesondere von Osteoblasten. 
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Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Arzneimittel zur lokalen Anwendung zur Forderung der 
Geweberegeneration und ist dadurch gekennzeichnet, dafi es Mikropartikel enthalt, die von 
Blutzellen und/oder Geweben stammen und mittels Differentialzentrifugation, Filtration Oder 
Affmitatschromatographie gereingt sind, einem Verfahren zur Virusinaktivierung und/oder 
Virusabreicherung unterzogen ist, unter sterilen Bedingungen hergestellt wurde, und in 
lyophilisiertem oder tiefgefrorenem Zustand vorliegt (Fig. 1) 
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